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論 文 内 容 要 旨
生 体 内 に は多 種 類 の蛋 白 分解 酵 素 が 存 在 し,生 体 の 諸 機 能 維 持 に重 要 な役 割 を演 じて い る。 こ
れ らの うち,い わ ゆ る トリプ シ ン様 セ リ ン蛋 白分 解 酵 素 に つ いて み る と,thrombinお よ びplas-
minが 血 液 凝 固 ・線 溶系 に,ま た,補 体 系 酵 素 が生 体 の 感 染 防 禦 系 に 関与 し,trypsinは 消化 酵
素 と して作 用 して い る こ とが 知 られ て い る。 一 方,こ れ らの 酵 素 が異 常 に活 性 化 す る と諸種 の疾
病 を誘 発 す る こ と も知 られ て お り,た とえ ば,膵 炎 に お い て はtfypsin,播 種 性血 管 内凝 固症 候
群 に お い て はthrombinお よ びplasmin,ま た,全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 の よ うな 自 己免 疫 疾 患 に お い
て は補 体 系 酵素 の異 常 活 性化 が,さ らには,諸 種 炎 症 に お い て はkinin-kallikrein系 の異 常 活 性
化 が 関 与 して い る と言 わ れ て い る。
こ うい っ た こ とか ら,こ れ らセ リン蛋 白分 解 酵 素 活 性 の制 御 に は 多 くの関 心 が 払 われ,opro-
tinin,gabexatemesila¢ な どが 治 療 薬 と して 実 際 の 診 療 に応 用 さ れて い る。 しか し現 在 まで,
特 に補 体 系 セ リ ン蛋 白 分解 酵 素 に 強 い 阻 害 活 性 を 有 す る化 合 物 に注 目 して,こ れ を 臨 床 に 応 用 し
た治 療 薬 は な い。
本 研 究 で は,以 上 述 べ た背 景 を 考慮 して 諸 種 新 規 化 合 物 を 合 成 し,そ れ らのinvitroに お け
るClf,Cl§,trypsin,thrombin,kallikreinお よびplasminの 基 質 分解 活 性 の 阻 害 な らび
に古 典 経 路 補 体 溶 血 反 応 の阻 害 を 指標 と して ス ク リーニ ングを 行 った 。
その 結 果,補 体 系 酵 素 を含 め た トリプ シ ン様 セ リン蛋 白分 解 酵素 を 選択 的 か つ 可 逆 的 に強 く阻
霧 す る化 合 物 と して6-amidino-2-naphthyl4-quanidinobenzoatedimethanesulfonate(Pro.
INN:nafamstatmesilate,記 号 名:FUTq75)を 得 る こと が で きた。
蛋 白 分解 酵 素 阻 害 剤 の 合 成 と そ の ス ク リ ーニ ング
セ リ ン蛋 白分 解 酵 素 阻 害 活 性 を有 す る化 合物 と して,た とえ ばpheny14-guanidinobenzoate,
4-amidinQphenylbenoateな ど,グ ア ニ ジノ 基 も し くは ア ミジ ノ基 を含 有 す るエ ス テ ル 誘 導 体
は 比 較 的 強 い 阻 害 活性 を有 す ることが 報 告 され ている。 したが って,こ れ らの化 合 物 を 基 本 と して,
下記 に示 され るguanidino-arylester誘 導 体41化 合 物 な らび にamidino-arylester誘 導 体
23化 合 物 を 合 成 し,ト リプ シ ン様 セ リン蛋 白分 解 酵 素 の 合成 基 質 水解 活性 な らび に 古典 経路 補 体
溶 血 反 応 の 阻 害 度 につ いて ス ク リー ニ ング した。
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そ の 結 果,guanidino-arylester誘 導 体 に つ い て はphenyl6-guanidino-1-naphthoateが 既
知 化 合 物phenyl4-guanidinobenzoateと ほ ぼ 同 等 の 活 性 を 示 し た 以 外 は,全 て,既 知 化 合 物 を
凌 駕 す る こ と は で き な か っ た 。 ま た,alnidino-arylester誘 導 体 に つ い て は,4《 β一amidim-
ethenyl)phenylbenzoate,4-amidino-2-benzoylp}1enylbenzoateお よ び そ れ ぞ れ のben-
zoicacidmoietyの4一 位 に グ ア ニ ジ ノ 基 を 持 つ 化 合 物 が,既 知 化 合 物4-amidinoPhenylber
zoateよ り も強 い 活 性 を 有 し,就 中,後 二 者 化 合 物 に お い て はtrypsin阻 害 活 性 が 一 段 と 増 強 さ
れ て い た 。
こ れ ら64化 合 物 で 得 られ た 知 見 を も と に して ト リ プ シ ン様 セ リ ン蛋 白 分 解 酵 素 阻 害 活 性 発 現
に 必 要 な 基 本 構 造 に つ い て,以 下 に 述 べ る 要 件 が 考 察 され た 。 す な わ ち,guanidinobenzoic
acidとamidinopheno1のester誘 導 体 で は 全 体 的 に 阻 害 活 性 が 増 強 さ れ る こ と,guanidino-
benzoicacidmoietyに つ い て は,guanidino基 とcarboxylic基 がp一 位 の 関 係 でbenzene環
に 直 結 し て い る こ と,amidinophenolmoietylこ つ い て は,hydroxy1基 はphenol性,す な わ ち,
benzene環 に 直 結 して い る こ と,amidino基 はhydroxyl基 に 対 しp一 位 に あ りbenzene環 と 共
役 した 二 重 結 合 を 介 してbenzene環 に 結 合 して い る こ と,;お よ び,amidinophenolのbenzene
環 上 の 置 換 基 に つ い て は2一 位 に1ケ のbulkyな 置 換 基 が あ る こ と な ど で あ る。 ま た,guanidi-
nobenzoic-acid-ester誘 導 体 に 比 しamidinophenol-ester誘 導 体 を 基 本 とす る ・一一連 の 誘 導 体
の 中 に,さ ら に 阻 害 作 用 が 増 強 さ れ た 化 合 物 が 含 ま れ る 可 能 性 が 大 き い も の と考 え,下 記 に 示 さ
れ る 一 連 の ア ミ ジ ノ 置 換 二 環 性 ア ル コ ー ル の 諸 種ester誘 導 体59化 合 物 を 合 成 し,ス ク リ ー ニ
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その 結 果,前 述 の考 察 の 諸 要 件 を ほぼ 満 た す6-amidino-2-naphthyl4-guanidinobenzoate
が,現 在 ま で に合 成 した 誘 導 体 も し くは現 在 まで に報 告 され て い る いず れ の トリプ シ ン様 セ リン
蛋 白 分解 酵 素 阻 害薬 よ り も活 性 が 強 い化 合 物 と して 得 られ た。
そ こで,6-amidino-2-naphthylbenzoate,4-amidino-2-benzoylp}1enyl4-guanidino-
benzoate,4一(β 一amidinoethenyl)phenyl4-guanidinobenzoateな らび に6-amidino-2-
naphthyl4-guanidinobenzoateに つ き,補 体 古 典 経路 の 活 性 化 に よ り誘 発 され る モル モ ッ ト
全身 性Forssmanシ ョック に対 す る防 禦効 果 を 静 脈 内 投 与 に よ り検 討 した と こ ろ,invitroの
C1ア お よ びC聴,な らび に,補 体 溶 血 に 対 す る阻 害 効 果 と ほぼ 平 行 して,6-amidino-2-naph-
thyl4-guanidinobenzoateが 最 も強 い効 果 を 発 揮 し,シ ョッ ク誘 発5分 前の3㎎/kgの 静 脈 内
投 与 に よ り,試 験 に供 した モ ル モ ッ ト全 例 を シ ョ ック死 か ら防 禦 し24時 間 以 上 生 存 させ る こ とが
で き た。
Nafamstatmesilateの 体 内動 態
一 つ の 化 合 物 が 医薬 品 と して供 され る た め には ,非 標 識 体投 与 時 の 薬 物 の 体 内 動 態,就 中,血
中濃 度 測 定法 の確 立 が必 須 で あ る。
Nafamstatmesilateは エ ス テ ル 体 と して は じめ て 酵 素 活性 の 阻 害 効 果 を 発 揮 し,ま た,try-
psin阻 害 活 性 はIC50が2×1r8Mと 強 いの で,こ の 活 性 に注 目 して未 変化 体 の 体 内 動 態,就
中,血 中 濃 度 を 測 定 す る方 法 に つ い て 検 討 した 。
す な わ ち,血 液 試料 を ギ 酸含 有 エ タ ノ ール で 処 理 す る こ とに よ る酸 性 条 件 下で 可 及 的 に加 水 分
解 を抑 制 しな が ら除 蛋 白 お よ び 抽 出 を行 う操 作 と,n-pentane処 理 に よ る残 留 す る 血 液 由 来 の
脂肪 成 分 な らび に蛍 光 物 質 を 除 去 す る操 作 と に よ り検 液 試 料 を 調 製 し,こ の 検 液 中 の 抗 トリプ シ
ン活 性 を,合 成 基 質 で あ るBocPheSerArgMCAか らtrypsinの 酵 素 作 用 で 遊 離 す るAMCの 量
を蛍 光 分 光光 度 法 で 定 量 す る こ と によ って 測 定 した。
そ の 結 果,再 現 性 が 良 好 で,か つ,ほ ぼ1ng海Lの 感 度 を 有 す る微 量 定量 法 を確 立 す る こ とが
で きた の で,こ の 方 法 を 用 い,ウ サ ギ に50μg/kg/ninの 用 量 で60分 間 に わ た り点 滴 静 脈 内注
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入 した 際 の血 中 濃 度 を測 定 した と ころ,点 滴 注 入 期 間 中 に は 有 効 血 中 濃 度 が 保 たれ,注 入終 了 後
に は速 か に血 中か ら消失 す ると い う結 果 が 得 られ た 。
Nafamstatmesilateの 酵 素 学 的 お よび 薬 理 学 的 性 質 に関 す る検 討
Nafamstatmesilateの 各 種 酵 素 に対 す る 阻 害 作 用 を 検 討 した と こ ろ,ト リプ シ ン様 セ リン蛋
白分 解 酵 素 で あ るtrypsin,thrσmbin,plasmin,kallikrein,C1τ,C15に 対 して は10一 馬
ir8MのIC50で 強 く酵 素 活 性 を 阻 害 した が,他 の セ リン蛋 白 分解 酵 素 で あ るchymotrypsin ,
elastase,ま た,他 の 蛋 白分 解 酵 素,す な わ ち,チ オ ー ル蛋 白分 解 酵 素 で あ るpapain,金 属 蛋
白分 解 酵 素 であ るcollagenase,酸 性 蛋 白 分 解 膵 素 であるpepsin,cathepsinDに 対 す るIC50
は10-4Mも し くは10-3M以 上 で あ り,ト リプ シ ン様 セ リン蛋 白分 解 酵 素 に対 し選 択 性 高 い阻 害
作 用 を有 して い た 。 ま た,脂 質 加 水 分解 酵 素 で あ るphospholipaseA2お よ び1ipaseに 対 す る
阻 害 は,IC50が10-4～10-5Mの 中 等度 の もの で あ った。
Nafamstatmesilateの,選 択 的 に阻 害 す る ト リプ シ ン様 セ リン蛋 白分 解 酵 素 に 対す る 阻 害 様
式 の 検 討 に よ り,阻 害 作 用 は 可 逆 的 で あ り,一 部 酵 素 に対 して は競 合 阻 害,ま た,一 部 酵素 に対
して は 非 競 合 阻 害 で あ り,Ki値 は10一 ㌃10一8Mと その 親 和 性 は 高か った。 ま た,α2-MG-try-
psin複 合体 中 のtrypsinに 対 して も,遊 離 のtrypsinと ほ ぼ 同等 の阻 害 作 用 を示 した。
補体 系 に対 す る作 用 と して,古 典 経 路 溶 血 反 応阻 害 効 果 は,invitroの 実 験 で はIC50:3x
lr8M,invivoの 実 験 で は1η2/kgの 静 脈 内 投 与 で100%,ま た,第 二 経 路 溶血 反 応 阻 害効 果
は,invitroの 実 験 で はIC50:3×1r7M,invi>oの 実 験 で は3ηg/kgの 静 脈 内投 与 で ほ ぼ
100%で あ り,こ の 際,古 典 経 路 溶血 反 応 阻 害 の 作 用 点 は,intermediatecell法 に よ りC1τ お
よ びC1百 の 阻 害 で あ る こ とが 明 らか と な った 。
こ れ らの 結 果 に基 ず き,exvivoも しく はinvivoに お け る有 効 性 に つ き詳 細 な検 討 を加 え た。
す なわ ち,病 因 的 に補 体 活 性 化 の関 与 が 知 られてい るForssman反 応,zymosan足 浮腫,エ ン ド
トキ シ ン シ ョッ ク,局 所 性Shwartzman反 応 な ど に対 す る効 果 を 検 討 し,ま た,外 来 性 にtryp-
sin,thrombinを 投 与 して 惹 起 した 諸 反 応 に対 す る効 果 の 検 討,さ らに,炎 症 を含 め た 諸 誘 因
に よ るkinin生 成 に 対 す る効果 の 検 討 な どを,主 と して 静 脈 内 投 与 に よ り,ま た,一 部,腹 腔 内
も し くは 経 口投 与 に よ り行 った 。
そ の 結 果,検 討 した 各 種 の 実 験 で,nafamstatmesilateは 明 らか な有 効 性 を示 し,ト リプ シ
ン様 セ リン蛋 白分解 酵 素 の 異 常 活 性 化 を 病 因 の 一 つ とす る諸 種 疾 患 に対 す る 臨 床 的治 療 薬 と して
研 究す べ き 価 値 を有 す る化 合 物 で あ る こ と が見 出 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
生 体 内 の 蛋 白 分解 酵 素 は 多 岐 にわ た る役 割 を果 して い る が,こ の 酵素 の異 常活 性 化 が,種 々 の
疾 病 を 誘発 す る こ とが 知 られ て い る。 した が っ て本 酵 素 活 性 が薬 物 に よ って 制御 で き れ ば,臨 床
的 に も意 義 深 い もの と考 え られ る。
本 研 究 は,蛋 白分 解 酵 素 に対 して 阻 害 活 性 を持 つ化 合 物 を得 る た め,過 去 の論 文 か ら活 性構 造
体 と考 え られ る分 子 構 造 を 選 び,ま ず4五種 類 の グア ニ ジノ ア リル エ ス テ ル 及 び23種 類 の ア ミジ ノ
ア リル エ ス テル を 合 成 して ス ク リー ニ ングを 行 った。 この阻 害 活 性 と化 学構 造 を考 察 した 結 果,
ア ミジ ノ フ ェ ノ ール 誘 導 体 中 に は有 望 な化 合 物 の存 在 す る こ とが判 り,更 に59種 類 の ア ミジ ノ置
換 二 環 性 アル コ ール エ ステ ル を 合 成 して ス ク リ ーニ ング を行 っ た。 この 結果,6-amidino-2-
naphthyl-4-guanidinobenzoatedimethanesulfonate(nafamstatmesilate)が,現 在 ま で
に報 告 され て い る化 合 物 中,ト リプ シ ン等 の セ リン蛋 白 質 分解 酵 素 に対 し,最 も強 い 阻 害 効 果 を
有 す る こ とが 明 らか とな っ た。
本 化 合 物 の トリプ シ ン,ト ロ ン ビ ン,プ ラス ミン,カ リク レイ ン,C斤,C1§ に対 す るIC50
はい ず れ も10一 呪1r8Mで あ り,他 の チオ ー ル蛋 白分 解 酵 素,金 属 蛋 白 分解 酵素 あ るい は 酸 性 蛋
白分 解 酵 素 な どの 阻 害 度 は低 い 。 ま た補 体 系 に対 す る作 用 を み る と,古 典 経路 溶 血 反 応 阻 害効 果
は,そ のIC50が3×1r8で あ り,有 効 性 に つ い て充 分期 待 が持 て る。
次 に本 化 合 物 の 体 内動 態 を調 べ る た め,抗 ト リプ シ ン活 性 か ら血 中濃 度 を 定量 す る方 法 を 検 討
した。 す な わ ち血 液 試 料 を酸 性 下で 除蛋 白抽 出 し,そ の試 料 中 に ト リプ シ ンを加 え て 活 性 の 阻 害
度 を 測 定 す る と,ほ ゾ1ng/鴇 の感 度 で 血 中濃 度 が検 出 出来 た。 この方 法 を 用 い,点 滴 静 注時 の
本 化 合 物 の血 中 濃 度 変 化 が 追 跡 可 能 とな り,注 入終 了 後 に は速 や か に血 中 か ら消失 す る こ とが 明
らか とな った。
更 に薬 理学 的 効 果 を 調 べ るた め,病 因 的 に補 体 系 活 性 化 が明 らか と されて い るForssman反 応,
Zymosan足 浮 腫 反 応,エ ン ド トキ シ ンシ ョ ック,局 所 性Schwartzman反 応 に対 す る 効 果 を 検
討 した 。 これ らの 結 果 は いず れ も顕 著 な有 効 性 を 示 し,各 種 の セ リ ン蛋 白分 解 酵 素 の異 常 活 性 化
に起 因 す る疾 病 に 応 用 可 能 で あ る と考 え られ た 。
本研 究 は,医 薬 品 化 学,生 化 学,薬 剤 学,薬 理 学 の各 分 野 を 綜 合 し,新 ら しい知 見 を含 む と同
時 に 臨 床 薬 学 の 分 野 に 応 用 性 の あ る もの で あ り,学 位 論 文 と して 十 分 に価 値 あ る もの と認 め る。
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